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RESUMO

Staphylococcus aureus € um microrganismo que apresenta grande variabilidade genética e tem
ocorréncia mundial. Tem em um grande potencial patogénico, pois possui um extenso arsenal
de fatores de viruléncia, que promovem diferentes efeitos bioldgicos no hospedeiro. Dentre
estes, podemos destacar a leucocidina de Panton-Valentine, a toxina da sindrome do choque
toxico 1 e a capacidade de formar biofilme. S. aureus pode invadir e infectar diversos 6rgaos e
tecidos e também replicar-se e disseminar-se para muitos locais diferentes, causando infecgdes
graves, podendo levar a sepse. Pode apresentar resisténcia a varios antibidticos, dentre estas, a
principal € a resisténcia a meticilina, mediada pelo gene mecA. Entretanto, outra populacio de
MRSA tem despertado atencdo, uma vez que os isolados se apresentam como sensiveis a
meticilina em testes fenotipicos, mas possuem o gene mecA. Estudos genéticos demonstraram
a presenga de genes que ndo estavam relacionados com mecA, mas que ainda assim
influenciavam no nivel de resisténcia a meticilina, os genes femXA4B. Foi realizada a extragao
do DNA bacteriano e realizado o sequenciamento do genoma da cepa S. aureus 549 isolada de
infec¢do de corrente sanguinea de paciente com choque séptico. Posteriormente, foi realizada a
montagem e andlise do genoma para a identificacdo do cassete cromossdmico estafilococico
mec (SCCmec), spa type, presenga de plasmideos, presenca de genes de resisténcia
antimicrobiana e de viruléncia e busca por mutagdes nos genes femXAB. Foi possivel evidenciar
que S. aureus 549 pertencia ao ST1 e spa type t922, que possuia 0 SCCmec tipo [Va e também
possuia genes de viruléncia para a leucocidina de Panton-Valentine e para formacgdo de
biofilme. Embora tenha se mostrado sensivel a meticilina, portava o gene mecA, sendo
resistente aos B-lactamicos e classificada como S. aureus oxacilina-sensivel mecA-positivo
(OS-MRSA). Também foram identificadas mutagdes em femX (I51V) e femA (Q36E e Y195F),
genes relacionados com a formagao do peptidoglicano. Mutagdes em femX sugerem fortemente
que a cepa 549 OS-MRSA também poderia ter a expressao de femX diminuida. Muta¢des em
femA podem estar associadas a OS-MRSA ou a restauracdo da sensibilidade a oxacilina em
MRSA. Pesquisas focadas em fatores adjacentes a mecA podem revelar possiveis alvos
farmacoldgicos, como as proteinas resultantes dos genes fem.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus; infeccdes bacterianas; resisténcia a meticilina;
sequenciamento completo do genoma; genes MDR.
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ABSTRACT

Staphylococcus aureus is a microorganism with great genetic variability and is found
worldwide. It has great pathogenic potential, as it has an extensive arsenal of virulence factors
that promote different biological effects on the host. Among these, we can highlight Panton-
Valentine leukocidin, toxic shock syndrome toxin 1 and the ability to form biofilm. S. aureus
can invade and infect various organs and tissues and also replicate and spread to many different
sites, causing serious infections that can lead to sepsis. It can present resistance to several
antibiotics, the main one being resistance to methicillin, mediated by the mecA gene (MRSA).
However, another population of MRSA has attracted attention, since the isolates are susceptible
to methicillin in phenotypic tests, but possess the mecA gene. Genetic studies demonstrated the
presence of genes that were not related to mecA but still influenced the level of methicillin
resistance, the femXAB genes. Bacterial DNA was extracted and the genome of the S. aureus
549 strain isolated from a bloodstream infection of a patient with septic shock was sequenced.
Subsequently, the genome was assembled and analyzed to identify the staphylococcal cassette
chromosome mec (SCCmec), spa type, presence of plasmids, presence of antimicrobial
resistance and virulence genes, and search for mutations in the femXAB genes. It was possible
to demonstrate that S. aureus 549 belonged to ST1 and spa type t922, that it had SCCmec type
IVa and also had virulence genes for Panton-Valentine leukocidin and biofilm formation.
Although it was shown to be susceptible to methicillin, it carried the mecA4 gene, being resistant
to B-lactams and classified as oxacillin-susceptible mecA-positive S. aureus (OS-MRSA).
Mutations in femX (I51V) and femA (Q36E and Y195F), genes related to peptidoglycan
formation, were also identified. Mutations in femX strongly suggest that strain 549 OS-MRSA
could also have decreased femX expression. Mutations in fem4 may be associated with OS-
MRSA or with the restoration of oxacillin susceptibility in MRSA. Research focused on factors
adjacent to mecA may reveal possible pharmacological targets, such as proteins resulting from
fem genes.

Key words: Staphylococcus aureus; bacterial infections; methicillin resistance; whole genome
sequencing; genes MDR.
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1 INTRODUCAO

As infeccdes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) sdo um grave problema de saude
global pois afetam milhdes de pacientes em todo o mundo, sua prevaléncia varia em diferentes
regides. O problema se agrava em unidades de terapia intensiva (UTIs), especialmente quando
causadas por microrganismos multirresistentes. As consequéncias dessas infecgdes incluem
prejuizos na saude dos pacientes, internagdes prolongadas, piores desfechos clinicos e altas
taxas de mortalidade (Canton, Gijon e Ruiz-Garbajosa, 2020; Weiner-Lastinger et al., 2020).

Globalmente, patdgenos multirresistentes a antimicrobianos sdo responsaveis por cerca
de 700.000 mortes a cada ano e até 2050 estima-se que a mortalidade aumentara para 10 milhdes
de obitos ao ano, caso medidas preventivas e de controle para conter a resisténcia microbiana
ndo sejam adotadas (Abubakar et al., 2023).

Embora o surgimento de microrganismos multirresistentes continue a aumentar, a
disponibilidade de agentes antimicrobianos tem diminuido, o que podera torna-los ineficazes
dentro de uma década, levando a condi¢des semelhantes as da era pré-antibidticos. O grupo de
bactérias multirresistentes que causa grande preocupacdo e gera grandes impactos a saude foi
designado com o acronimo 'ESKAPE', por escaparem dos antimicrobianos. O grupo inclui
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp. (De Oliveira et al., 2020; Junior et
al.,2023).

O constante aumento de casos de IRAS causadas por bactérias resistentes a
antimicrobianos, verificados nos tltimos anos, levou a Organizacao Mundial da Satde (OMS),
em 2017, a enfatizar a necessidade de desenvolvimento de novas alternativas antimicrobianas
para combater os patdgenos responsaveis por essas infeccdes. Esta lista compreende doze
géneros incluindo bactérias Gram-negativas e Gram-positivas divididos em trés categorias:
prioridade critica, alta e média, dependendo da necessidade de novos antimicrobianos. Entre as
espécies, a categoria de alta prioridade inclui S. aureus resistentes a meticilina e
intermediario/resistente a vancomicina (Babu Rajendran et al., 2020).

A vigilancia da resisténcia antimicrobiana ¢ uma ferramenta importante para estabelecer
melhores diretrizes para terapia antimicrobiana empirica e prevenir a disseminagdo de
microrganismos multirresistentes. Além disso, a disseminagdo de clones de alto risco
emergentes tém preocupado os sistemas de saude (Murray ef al., 2022).

Antes da pandemia de COVID-19, as taxas de infec¢des associadas a assisténcia a satde,

especialmente em paises em desenvolvimento, eram altas. Neste periodo, a administragao
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antimicrobiana e as estratégias de controle e prevencdo de infecgdes eram usadas como
estratégias de mitigacdo contra a resisténcia antimicrobiana. No entanto, o surgimento da
pandemia da COVID-19 causou grandes interrupgdes nos sistemas de saude que ameagam a
eficacia dessas estratégias (Abubakar et al., 2023).

Nos ultimos anos houve um aumento da resisténcia antimicrobiana, devido ao aumento
de exposicdo ao ambiente hospitalar ¢ aumento do uso de antimicrobianos. Surtos de
microrganismos multirresistentes, especialmente S. aureus, tém sido relatados em todo o
mundo. Por este motivo, ¢ imprescindivel que as estratégias de mitigagdo contra a resisténcia
antimicrobiana tenham o incremento das andlises genOmicas. A aplicacdo de tecnologias
genOmicas avancadas aumenta significativamente a velocidade de diagndstico de
microrganismos resistentes e fornecem dados sobre a complexidade genética destes
microrganismos (Arumairaj et al., 2023; Gopikrishnan; Haryini; C, 2024; Knight et al., 2021;
Vaillancourt; Jorth, 2020).

1.1 ST4PHYLOCOCCUS AUREUS

Staphylococcus € um género de bactérias pertencentes a familia Staphylococcaceae
composto de 89 espécies e 30 subespécies (LPSN, 2024), Esse género se apresenta na forma de
cocos Gram-positivos, com tamanho aproximado de 0,5 a 1,5 um de didmetro e podem se
agrupar na forma de cachos, aos pares, em tétrades ou em cadeias curtas (Jorgensen et al.,
2015). Dentre estes, Staphylococcus aureus ¢ um microrganismo de grande importancia na
saude humana, compde a microbiota normal da pele e principalmente da mucosa nasal. Estima-
se que 20-30% da populacao humana sejam portadores persistentes de S. aureus nas narinas,
aproximadamente 30% sdo portadores intermitentes e na pele e superficies de mucosas pode
ser um colonizante transitorio em 20 a 90% da populagao saudavel. Entretanto, em presenca de
fatores de risco, pode ser um patégeno oportunista com capacidade de infectar diversos tecidos
do corpo humano (Emaneini et al., 2017; Olufunmiso; Tolulope; Roger, 2017; Sarkar et al.,
2016).

A colonizagdo por S. aureus nas superficies do homem ¢ resultado de um processo
dinamico que envolve: a) adesdo as superficies do hospedeiro; b) evasao do sistema de defesa
do hospedeiro; ¢) competi¢do com outros microrganismos componentes da microbiota local
(Foster et al., 2014). A adesdo inicial de S. aureus ao epitélio escamoso da mucosa nasal ¢
mediada pelo acido teicdico presente na parede celular bacteriana (Burian et al, 2010).

Posteriormente, a bactéria expressa diferentes proteinas ancoradas a parede celular que sdo
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importantes para o processo de adesdo ao epitélio nasal. As proteinas mais prevalentes sao
aquelas pertencentes a familia de componentes microbianos de superficie que reconhecem
moléculas adesivas da matriz (MSCRAMMs — Microbial Surface Components Recognizing
Adhesive Matrix Molecules). Entre elas, o fator de aglutinacao B (do inglés clumping factor B
- CIfB) ¢ importante para a coloniza¢do da mucosa nasal de roedores e do homem (Schaffer et
al., 2006; Wertheim et al., 2008; Young et al., 2017). CIfB liga-se a loricrina que ¢ o
componente proteico predominante do envelope cérneo de células epiteliais escamosas
(Mulcahy et al., 2012); bem como a citoqueratina 10, uma proteina que compoe os filamentos
do citoesqueleto celular (Walsh et al., 2004).

As proteinas ancoradas a parede celular de S. aureus também s3o importantes para
evasao do sistema de defesa do hospedeiro. Proteinas como, fator de aglutinacdo A (do inglés
CIfA, clumping factor A) e proteina A interferem na ativagdo da via classica do sistema
complemento, prevenindo a sua morte (Foster et al., 2014; Hair ef al., 2010). Além disso, S.
aureus replica-se ativamente no epitélio nasal, o que previne sua remog¢ao pela descamacgao
celular e pelo fluxo de muco (Foster ef al., 2014).

A competicdo de S. aureus com outras espécies da mucosa nasal tem um papel
importante no processo de colonizagdo, podendo ocorrer: 1) competi¢ao por locais de adesdo e
nutrientes. S. aureus pode sobreviver em ambientes com poucos nutrientes; 2) competi¢cao por
antibiose, onde certas bactérias podem produzir moléculas antimicrobianas que inibem
possiveis competidores. Por exemplo, S. lugdunensis produz um composto antimicrobiano que
inibe e destréi S. aureus; 3) competi¢do por inducdo das defesas do hospedeiro, ou seja, S.
aureus induz a producao de proteinas antimicrobianas do hospedeiro que sdo mais prejudiciais
a outros microrganismos do que a ele proprio (Lee ef al., 2018).

Assim, S. aureus pode ter uma relagdo comensal com o homem, na qual desempenha
um papel protetor, uma “barreira” contra outros microrganismos potencialmente patogénicos.
Todavia, quando o hospedeiro € submetido a tratamento com antimicrobianos, o efeito protetor
pode ser reduzido ou eliminado (Kluytmans; Van Belkum; Verbrugh, 1997; Noble et al., 1964).
Neste contexto, o individuo colonizado por S. aureus apresenta um risco potencial de
desenvolver infecgdes por esta bactéria. Crucialmente, o estado imune do hospedeiro, a
presenca de doenca subjacente, bem como o contato com o ambiente hospitalar, podem
contribuir para colonizag@o por S. aureus resistentes a antimicrobianos neste sitio anatémico,
fato que pode levar a diminuigdo da variabilidade microbiana local (Faria ef al., 2014; Park et

al., 2016). Este ¢ um fator preocupante, principalmente no ambiente hospitalar (Calfee, 2012).
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Apesar da relagdo comensal com os seres humanos, quando as barreiras primdrias, pele
ou mucosas, sdo rompidas, S. aureus pode estabelecer diferentes tipos de infec¢des em diversos
locais, variando de pequenos abscessos a infecgdes de sitios profundos. As infecgdes sistémicas
geralmente surgem de focos primarios, que incluem dispositivos médicos ou infec¢des locais
de pele e partes moles, articulagdes, ossos e pulmdes (Buchan; Foster; Renshaw, 2019).

De fato, por estar em intimo contato com os seres humanos, este microrganismo ¢ um
importante agente causador de infecgdes adquiridas no ambiente hospitalar. Além disso, a
colonizagao nasal entre profissionais de saide pode ser fonte de transmissao de S. aureus para
pacientes e para o ambiente hospitalar (Emaneini et al., 2017; Francois et al., 2007).

A higienizagao das maos antes e depois do contato com pacientes e/ou 0s equipamentos
que este utiliza, uso de paramentacao padrao, uso de paramentacao cirirgica para realiza¢ao de
procedimentos invasivos e evitar tocar o nariz durante o trabalho sdo medidas que reduzem a
taxa de transmissdo de patogenos. Medidas constantes de treinamento e educagdo dos
profissionais acerca da manutengdo da higiene e os efeitos do uso indiscriminado de
antimicrobianos devem ser implementadas no controle das infec¢des (CDC, 2007; Rongpharpi;

HazariKa; Kalita, 2013)

1.2 FATORES DE VIRULENCIA

S. aureus tem um grande potencial patogénico, pois possui um extenso arsenal de fatores
de viruléncia, que promovem diferentes efeitos bioldgicos no hospedeiro; sendo os principais:
padrao molecular associado ao microrganismo (microorganism-associated molecular pattern —
MAMP), podendo ser MAMP quimiotatico ou ndo quimiotatico; adesinas, tais como proteinas
de superficie e glicopeptideos; evasinas, como inibidores do receptor MAMP, inibidores do
receptor de quimiocinas, inibidores de extravasamento de polimorfonucleares, fatores de
coagulacdo, anticoagulantes, inibidores do sistema complemento, inibidores da
opsonofagocitose e inibidores da morte por polimorfonucleares; toxinas, por exemplo, toxina
formadora de poros, superantigenos (SAgs), esfingomielinase e toxinas proteoliticas; formagao
de biofilme (Lee et al., 2018).

Entre os fatores de coagulagdo secretados por S. aureus estd a coagulase plasmatica
livre, codificada pelo gene coa. A presenga desse gene € um critério importante para distinguir
S. aureus de Staphylococcus spp. coagulase negativa (SCN). S. aureus produz coagulase, para
polimerizar a fibrina e formar um abscesso encapsulado no local da infeccdo, englobando

polimorfonucleares (PMNs) infiltrados, impedindo assim o influxo de leucocitos. Considera-se
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que a atividade aglutinante da coagulase contribua para a coagulacdo sanguinea sistémica,
permitindo assim a sobrevivéncia e disseminagdo endovascular deste microrganismo e levando
a uma piora no quadro infeccioso, apresentando um papel importante no processo da sepse
(Cheng et al., 2011; Powers; Wardenburg, 2014; Thomer; Schneewind; Missiakas, 2016;
Tiwari; Sapkota; Sen, 2008).

A leucocidina de Panton-Valentine (Panton-Valentine leukocidin — PVL) ¢ uma
citotoxina formadora de poros em leucoécitos, codificada pelos genes lukS-PV e lukF-PV que
podem ser carreados por bacteridfagos (Kaneko et al., 1997). Esta citotoxina ¢ composta pelo
componente S (S do inglés slow, devido a migragdo lenta em coluna de cromatografia),
responsavel pelo reconhecimento do receptor na célula alvo do hospedeiro; e pelo componente
F (F do inglés fast, devido a migragdo rapida) de polimerizagdo. Na forma ativa, quatro
subunidades de cada componente S e F formam uma estrutura octamérica que resulta na
inser¢ao do poro na membrana plasmatica da célula alvo, resultando na morte por lise osmotica
(DuMont et al., 2014). E uma toxina geralmente relacionada a infec¢des complicadas da pele e
dos tecidos moles, celulite difusa, pneumonia necrotizante e osteomielite (CDC, 2013; Lee et
al., 2018; Nhan; Leclercq; Cattoir, 2011; Yamamoto et al., 2010).

A presenga desta toxina foi detectada entre isolados de MRSA e MSSA. (Elisabeth et
al., 2014). Em particular, a acdo leucotoxica da PVL ¢ responsavel por altas taxas de
mortalidade (até 75%) relatada na pneumonia necrotizante (Gillet et al., 2002). Esta
enfermidade caracteriza-se como pneumonia hemorrdgica e necrotica que progride
rapidamente, podendo causar a sindrome do desconforto respiratorio agudo (SDRA),
possivelmente levando a choque séptico e faléncia de multiplos 6rgdos. Dados da literatura
indicam que a mortalidade na pneumonia associada a comunidade (PAC) ocasionada por S.
aureus positivo para PVL situa-se entre 45% e 56% (Elisabeth et al., 2014).

Evidéncias indicam que isolados CA-MRSA associados a infecgdes apresentam genes
da PVL mais frequentemente do que isolados CA-MRSA associado a colonizacao (Boyle-
Vavra et al., 2005). Entretanto, isolados MRSA PVL positivos foram detectados como
colonizantes, de forma persistente, em estudantes da area de saude. Estes dados indicam o risco
de disseminacdo dessas bactérias tanto no ambiente comunitario, quanto no hospitalar (Bettin;
Causil; Reyes, 2012; Ma, Xiao Xue et al., 2011).

SAgs representam uma grande familia de exotoxinas com grande capacidade antigénica
produzidas por S. aureus. Estas proteinas, com massa molecular variando de 19 a 30 kDa sdo
resistentes ao calor, a protedlise e a dessecagdo (Spaulding et al., 2013). Mais de vinte SAgs

diferentes foram caracterizados a partir de diferentes isolados de S. aureus e em
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aproximadamente 80% dos isolados clinicos pelo menos um gene de SAg estava presente. Entre
os SAgs esta a toxina da sindrome do choque téxico 1 (toxic shock syndrome toxin 1 —TSST-
1), responsavel pela sindrome do choque toxico (toxic shock syndrome — SST) (Xu;
McCormick, 2012). Esta exotoxina ¢ codificada pelo gene fst, que pode estar localizado em
varias ilhas de patogenicidade e, ¢ responsdvel por causar uma patologia multissistémica
caracterizada por febre de inicio rapido, hipotensdo, erup¢do eritematosa e hiperemia da
mucosa, seguida de descamagao e faléncia multipla de 6rgaos (Durand et al., 2006).

A TSST-1 ativa diretamente os linfocitos T, ligando-se ao receptor de antigeno com
forte afinidade e causando a liberagdo descontrolada de citocinas pro-inflamatorias
responsaveis pela sintomatologia da SST. Em geral a SST apresenta uma taxa de mortalidade
variando de 4 a 22% (Nhan; Leclercq; Cattoir, 2011).

Outro fator de viruléncia que S. aureus pode apresentar ¢ o crescimento em forma de
biofilme, que pode ser definida como uma comunidade de microrganismos aderidos a uma
superficie e inseridos em uma matriz extracelular composta por polissacarideos, proteinas,
lipidios e acidos nucleicos. A sintese do exopolissacarideo ¢ mediada pela expressdao do operon
ica, composto pelos genes icaAd, icaB; icaC; icaD (Brambilla et al., 2017; Heilmann ef al.,
1996; Shrestha et al., 2016).

As proteinas transmembranares IcaA e IcaD participam da biossintese dos oligomeros
(10-20 residuos) de N-acetilglicosamina a partir de UDP-N-acetilglicosamina. A proteina
integral de membrana IcaC promove a translocagdo do Polissacarideo de Adesao Intercelular
(PIA) através da membrana citoplasmatica para a superficie da célula. Por vez, IcaB catalisa a
deacetilagdo de Poli-N-acetilglicosamina conferindo uma carga positiva a PIA, acentuando a
sua propriedade de adesdo e consequentemente a viruléncia da bactéria (Laverty; Gorman,;
Gilmore, 2013)

A capacidade de S. aureus produzir biofilme pode estar relacionada com o sucesso na
adesdo a mucosa nasal. Também, quando inseridos em um biofilme estes microrganismos estao
em um microambiente favoravel ao seu crescimento e manutenciao, onde os antibidticos,
agentes sanitizantes e células do sistema imune tém dificuldade em eliminar o microrganismo.
Além disso, neste microambiente os microrganismos tém maior facilidade para comunicagao
celular e transferéncia horizontal de genes. Alguns isolados de S. aureus conseguem
permanecer viaveis, sob a forma de biofilme, em superficies inanimadas por longos periodos

de tempo (Brambilla et al., 2017; Joshi et al., 2018).
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1.3 INFECCOES POR STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Dentre os patogenos Gram-positivos que causam infecgoes de pele e partes moles, S.
aureus, incluindo S. aureus resistente a meticilina (methicillin resistant S. aureus — MRSA),
figura como segundo agente mais frequentemente isolado em celulites depois de Streptococcus
b-hemoliticos, podendo, em alguns casos ser o agente predominante. Entretanto, recentemente
observou-se uma tendéncia de queda nas infeccdes comunitarias de pele e partes moles
causadas por MRSA nos Estados Unidos da América (EUA) (Poulakou; Lagou; Tsiodras,
2019).

A ventilagdo mecanica ¢ um recurso indispensavel para salvar vidas de pacientes em
condigdes criticas. Infelizmente, ser submetido a este procedimento representa alto risco de
desenvolver complicagdes, como pneumonia associada a ventilagdo mecanica (PAV), com uma
prevaléncia que varia de 6,6% a 32%, sendo que S. aureus ¢ um dos patégenos mais comumente
associados a PAV. Além disso, causa uma elevacao nos indices de morbidade, mortalidade ¢
tempo de permanéncia no hospital, particularmente em UTI, bem como aumento nos custos de
cuidados (Aykac; Ozsurekci; Tanir Basaranoglu, 2017). A PAC causada por S. aureus ¢ uma
infecgio pouco frequente, mas potencialmente letal. E frequentemente associada & produgdo de
PVL, que ¢ responsavel por extensa necrose tecidual e alta taxa de mortalidade (Elisabeth et
al.,2014).

Uma vez rompidas as barreiras primdarias da pele e mucosas, S. aureus pode invadir e
infectar diversos 6rgdos e tecidos e também replicar-se e disseminar-se para muitos locais
diferentes, causando manifestacdes graves, como bacteremia, endocardite infecciosa e
abscessos profundos, podendo também levar a sepse. O principal fator de risco para infecgao
invasiva e bacteremia ¢ o uso de dispositivos médicos, incluindo cateteres venosos centrais,
materiais implantados cirurgicamente e proteses ortopédicas. Estes dispositivos fornecem um
canal direto para o espaco intravascular. Além disso, comorbidades subjacentes, como diabetes,
terapia imunossupressora e cancer, predispdem os individuos a bacteremias por S. aureus
(Thomer; Schneewind; Missiakas, 2016). S. aureus ¢ um dos principais causadores de
bacteremia, com uma incidéncia anual de 4,3 a 38,2 casos por 100.000 pessoas/ano nos Estados
Unidos em 2014 (Holland; Arnold; Fowler, 2014). Dados atuais demonstram que a bacteremia
por S. aureus esta associada a uma alta mortalidade de até 27% nos primeiros trés meses apos

o diagndstico, com uma prevaléncia de até 19,5% na Europa (Boing ef al., 2023).
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1.4 RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS EM STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Em 1942, logo apds a penicilina ser introduzida no mercado, ja existiam relatos de S.
aureus resistente a este firmaco (Rammelkamp; Maxon, 1942). Essa resisténcia ¢ mediada por
penicilinases que inativam o anel B-lactdmico, devido a aquisicdo de plasmideo contendo o
gene blaz. Para contrapor esta resisténcia, no final da década de 50 foi desenvolvida a meticilina
(Celbenin), uma penicilina semissintética resistente a acdo das penicilinases. Entretanto, em
1961, os primeiros isolados MRSA foram reportados no Reino Unido (Harkins et al., 2017,
Jevons, 1961; Lobanovska; Pilla, 2017).

O mecanismo de resisténcia a meticilina, descrito em 1981, se dé pela producio de uma
proteina de ligacdo a penicilina (PBP) modificada, conhecida como PBP2' ou PBP2a, a qual
ndo se liga a maioria das penicilinas semissintéticas, por exemplo, meticilina e oxacilina, bem
como a maioria das cefalosporinas. A PBP2a ¢ codificada pelos genes mecA, mecB ou mecC,
0s quais encontram-se alocados em uma regido do genoma bacteriano conhecida como cassete
cromossomico estafilococico mec (Staphylococcal cassete chromosome mec — SCCmec), um
elemento genético movel que pode ser facilmente transferido entre Staphylococcus spp. (Becker
et al., 2018; Hartman; Tomasz, 1981; IWG-SCC, 2009; Lee et al., 2018). Os elementos
SCCmec diferem quanto a organizagdo genética e estrutural, sendo, até entdo, classificados em
15 tipos (Figura 1) (Wolska-Gebarzewska; Miedzobrodzki; Kosecka-Strojek, 2023).

Becker et al. (2018) reportaram a presenca do gene mecB alocado em um plasmideo em
S. aureus. O isolado foi recuperado de um swab nasal e garganta de um paciente sem sinais de
infeccdo. O mecanismo de resisténcia codificado por este gene ainda nao foi esclarecido. Em
2017, foi relatado outro homdlogo de mecA em Macrococcus caseolyticus isolados de caes e
bois, o qual foi denominado mecD e encontra-se alocado em uma ilha de resisténcia. Este gene
confere resisténcia a todas as classes de antibidticos B-lactimicos, incluindo ceftobiprole e
ceftarolina, os quais foram desenvolvidos para serem utilizados em infec¢des causadas por
MRSA. Anadlises da sequéncia nucleotidica mostraram que o gene mecD compartilha 66% de
identidade com o gene mecB (Schwendener; Cotting; Perreten, 2017).

Para S. aureus, a resisténcia tipo MRSA pode ser caracterizada como: 1) presenca do
gene mec, em sua maioria mecA; 2) halo de inibicado <22 mm em presenga de disco de cefoxitina

30 pug (BrCAST, 2024).



Figura 1 — Estruturas dos tipos de cassete cromossdmico
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Os complexos dos genes mec e ccr estdo sombreados em azul e rosa, respectivamente. Fonte: (Wolska-

Ggebarzewska; Migedzobrodzki; Kosecka-Strojek, 2023).
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A idade avangada, longos periodos de internacdo hospitalar, alimentagdo enteral,
dispositivos intravenosos, presenca de lesdes cutaneas, tlceras e tratamento com antibidticos
estao associados com a colonizagao por MRSA em pacientes hospitalizados. De mesmo modo,
a permanéncia em um quarto de hospital anteriormente ocupado por um paciente infectado por
MRSA também foi associada com o aumento do risco de aquisicdo de MRSA. Quanto ao
desenvolvimento de infecgdes por MRSA, os fatores associados incluem histéria de
colonizagdo por MRSA, hospitalizagdo prolongada e/ou cirurgia prévia, internacao em UTI,
terapia antimicrobiana prévia, hemodidlise, diabetes mellitus, cancer, entre outros (Huang;
Datta; Platt, 2006; Lakhundi; Zhang, 2018).

Desde meados da década de 1990, houve um aumento no numero de infec¢des por
MRSA relatadas em populagdes que ndo estavam expostas aos fatores de risco hospitalares.
Estes isolados tém sido denominados MRSA associado a comunidade (community-associated
MRSA — CA-MRSA) para diferenciar daqueles associados ao ambiente de assisténcia a satide
(healthcare-associated MRSA — HA-MRSA) (David; Daum, 2010).

Em 2005, nos EUA, foi criada uma defini¢ao padrao para CA-MRSA, determinando
que uma cultura positiva para MRSA de qualquer parte do corpo de um paciente vindo da
comunidade ou dentro de 48 horas de hospitalizagao classifica o isolado como CA-MRSA. Este
paciente nao deveria ter histérico de hospitalizagdo, cirurgia ou residéncia em instituicao de
cuidados prolongados no ultimo ano, didlise no ultimo ano, nenhum cateter de demora no
momento do isolamento e nenhuma cultura de MRSA positiva anterior, independentemente se
for oriunda de colonizagdo ou infec¢ao (Buck ef al., 2005).

Com o decorrer do tempo, o aumento de infec¢cdes por CA-MRSA conduziu a sua
disseminagdo em ambientes hospitalares. Acreditava-se que CA-MRSA substituiria HA-
MRSA tradicionais nos hospitais (Patel et al., 2008; Popovich; Weinstein; Hota, 2008; Seybold
et al., 2006). Isso acarretou grande preocupagdo, porque as graves infeccdes ocasionadas por
1solados CA-MRSA, que tém por caracteristica um grande potencial de viruléncia, ocorriam
entre pacientes hospitalizados os quais apresentam uma série de comorbidades (D’Agata et al.,
2009; Popovich; Weinstein; Hota, 2008).

Definir um isolado como CA-MRSA pela auséncia de fatores de risco para a exposi¢ao
dos cuidados de saude subestima enormemente a epidemiologia desta bactéria. Além disso,
pode ser dificil determinar a origem da infec¢do por MRS A na comunidade, pois a colonizagao
por MRSA persiste durante meses ou anos e pode ndo ser detectada, levando ao

desenvolvimento de infeccdo meses e/ou anos apds a alta hospitalar. Entretanto, a defini¢ao de



25

CA-MRSA, foi util, inicialmente, para detectar a emergéncia desta bactéria. (David et al., 2008;
Lakhundi; Zhang, 2018).

Em geral, taxas de colonizagdo nasal por MRSA geralmente sdo mais baixas na
comunidade e tendem a aumentar no ambiente hospitalar (Faria et al., 2014). Contudo,
atualmente, isolados historicamente associados a infec¢des comunitdrias podem ser
identificados tanto no ambiente hospitalar quanto no ambiente comunitario, o que faz com que
as classificacdes clinicas de CA-MRSA e HA-MRSA nao sejam mais distintas, dificultando a
sua diferenciagdo. (David et al., 2008; Poulakou; Lagou; Tsiodras, 2019). Atualmente,
defini¢cdes epidemioldgicas moleculares sdo consideradas as mais confiaveis (Wang et al.,
2010).

Isolados CA-MRSA sao resistentes a um menor numero de classes de antimicrobianos
em comparacdo a HA-MRSA; também exibem um perfil caracteristico quanto ao tipo de
SCCmec. Na maioria das vezes, isolados HA-MRSA apresentam SCCmec tipos I, II ou III,
enquanto os CA-MRSA geralmente contém os tipos IV, V e VI. As diferengas ndo ficam
restritas somente aos perfis de resisténcia, pois CA-MRSA apresentam maior viruléncia que
HA-MRSA (CDC, 2013).

Outra populacio de MRSA tem despertado atengdo, uma vez que os isolados se
apresentam como sensiveis a oxacilina em testes fenotipicos, mas possuem o gene mecA. Este
fendmeno foi relatado pela primeira vez por Kampf et al. (2003) em amostras obtidas da mucosa
nasal de profissionais da satide, onde foi denominado como MRSA dormente, ou seja, S. aureus
sensivel a oxacilina positivo para o gene mecA. Posteriormente, Hososaka et al. (2007),
introduziram o termo S. aureus oxacilina-sensivel mecA-positivo (oxacillin-susceptible mecA-
positive S. aureus — OS-MRSA), o qual ¢ usual até hoje. Estes autores sugeriram que estas
bactérias seriam um novo tipo de MRSA e que estariam mais proximas de CA-MRSA, podendo
até ser classificado como uma subclasse.

Isolados OS-MRSA tém sido crescentemente relatados em todo o mundo, ndao apenas
entre os isolados comunitarios e clinicos, mas também naqueles isolados de produtos
alimenticios de origem animal (Andrade-Figueiredo; Leal-Balbino, 2016; Chen, Feng-jui et al.,
2012; Conceigdo et al., 2015; Corrente et al., 2007; He et al., 2013; Song et al., 2017). Devido
ao fenotipo de sensibilidade a oxacilina, isolados OS-MRSA podem ser erroneamente
interpretados como S. aureus sensivel a meticilina (methicillin-susceptible S. aureus — MSSA)
por laboratorios clinicos de microbiologia de rotina, levando a falha terapéutica e até ao 6bito

caso o tratamento seja feito com oxacilina (Duarte et al., 2019).
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A medida que laboratérios clinicos passam a usar equipamentos automatizados para
testes de sensibilidade antimicrobiana, ha uma necessidade de avaliagdo cuidadosa do
desempenho desses métodos para a deteccao de OS-MRSA, visando impedir sua disseminagao
nos ambientes de cuidados a saude e na comunidade (Chen, Feng-jui et al., 2012).

Nao existem dados que definam a terapia ideal para infecgdes por OS-MRSA. Dados in
vitro mostram que tais isolados sdo heterorresistentes, com apenas 1 em 10® células ou menos
expressando resisténcia de alto nivel a oxacilina. Como o tamanho do inoculo utilizado em
testes de sensibilidade ¢ de ordem de grandeza mais baixa do que o nimero de isolados com
resisténcia de alto nivel, OS-MRSA podem ndo ser detectados como resistentes a este
antimicrobiano. A incubagdo destes isolados heterorresistentes em niveis gradualmente mais
elevados de B-lactamicos pode originar subclones altamente resistentes (Sakoulas ef al., 2001).
Por este motivo, em infecgdes onde OS-MRSA ndo sao detectados o tratamento geralmente ¢
feito com antibidticos B-lactdmicos, o que pode promover a selecio de isolados com resisténcia
de alto nivel, conduzindo a falha do tratamento (Song et al., 2017).

Devido a resisténcia aos B-lactdmicos, o glicopeptideo vancomicina ¢ o farmaco de
escolha para o tratamento de infec¢des causadas por MRSA. Entretanto, o primeiro relato de
reducdo da sensibilidade a vancomicina em S. aureus foi reportado no Japao em 1997 e as cepas
manifestavam dois fenotipos. O primeiro apresentava sensibilidade intermediaria a
vancomicina (vancomycin-intermediate Staphylococcus aureus — VISA), com CIM de
vancomicina de 8 pg/mL, ja o segundo expressava heterorresisténcia a vancomicina
(heteroresistant vancomycin-intermediate Staphylococcus aureus — hVISA), com CIM de
vancomicina de 4 upg/mL, tendo recebido as denominagdes de cepa MuS0 e Mu3,
respectivamente (Hiramatsu, K. ef al., 1997; Hiramatsu, Keiichi, 1998). Os fenotipos VISA ou
hVISA estdo associados a um espessamento da parede celular devido a alteragdes na expressao
de elementos genéticos reguladores (Pillai ez al., 2009).

A incorporagdo do cassete vanA, proveniente de Enterococcus spp., confere a S. aureus
o fendtipo verdadeiramente resistente a vancomicina (vancomycin-resistant Staphylococcus
aureus — VRSA), no qual a CIM ¢ > 16 pg/mL. O primeiro caso de transferéncia do gene van
para S. aureus foi identificado em junho de 2002 em Michigan nos EUA (Chang et al., 2003).
Desde entdao poucos casos foram reportados nos EUA (Walters et al., 2015). Até hoje apenas
um caso de aquisi¢ao do gene vanA por S. aureus no Brasil foi descrito, em 2012 em Sao Paulo,
sendo a bactéria denominada de BR-VRSA (Rossi et al., 2014).

A transmissdo de S. aureus e MRSA entre profissionais de satide pode indicar uma baixa

adesdo aos procedimentos de higienizacdo das maos, o uso ndo criterioso de antibidticos e
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medidas ineficazes de vigilancia e controle de infec¢do e colonizacdo. De tal maneira que o
controle cuidadoso destes aspectos sdo estratégias que podem prevenir e controlar a transmissao

destes microrganismos em ambientes de saide (Emaneini et al., 2017).

1.5 OPERON FEMXAB

A resisténcia a meticilina em Staphylococcus spp. € atribuida a presenga do gene
cromossomico mecA, que codifica uma proteina de ligagao a penicilina de baixa afinidade
denominada PBP2’ ou PBP2a (Reynolds; Fuller, 1986). A ndo correlagdo entre a quantidade
real de PBP2a e o nivel de resisténcia, entretanto, levou a estudos genéticos que, inicialmente,
resultaram na descoberta inicial de seis fatores adicionais, denominados genes fem (4, B, C, D,
E e F) ou fatores aux, que ndo estavam ligados ao l6cus mec, mas ainda assim influenciaram o
nivel de resisténcia a meticilina (Berger-Bachi, 1994, 1983; Berger-Bichi et al., 1992;
Labischinski, 1992). Atualmente, aproximadamente 30 genes fem/aux ja foram identificados e
a maioria sdo genes de manuten¢do, envolvidos em uma variedade de processos celulares e
provavelmente presentes em todos os isolados de S. aureus (Monteiro et al., 2019).

O gene cromossomal femA ocorre naturalmente em S. aureus e produz a proteina FemA
de 48 KDa, que ¢ fator essencial para a expressdo da resisténcia a meticilina neste
microrganismo. (Berger-Béchi, 1994; Maidhof et al., 1991). A inativagao de femA pela inser¢ao
do transposon Tn55/ na regido codificadora de femA converteu cepas resistentes em cepas
sensiveis ou cepas ja sensiveis em cepas hipersensiveis (Berger-Béchi, 1983; Berger-Bichi et
al., 1992; Labischinski, 1992; Maidhof et al., 1991). A resisténcia original poderia ser
restaurada pela introdugdo do plasmideo pBBB31 com regido femA integrada no mutante
(Berger-Bichi et al., 1989). O Tn5517 € um transposon de 5,3 Kb, localizado no plasmideo pI258
de S. aureus, onde reside o determinante da resisténcia a eritromicina (Khan; Novick, 1980;
WU; DE LENCASTRE; TOMASZ, 1999).

Estudos bioquimicos revelaram que independentemente da presenca do gene mec, a
inativacdo de femA pelo Tn55/ em S. aureus levou a alteracdes na composi¢do do
peptidoglicano da parede celular, ou seja, o conteudo de glicina das suas pontes interpeptidicas
(pontes de pentaglicina) foi reduzido (De Jonge et al., 1993; Labischinski et al., 1993; Maidhof
etal., 1991). Ainda segundo Maidhof et al. (1991), as cepas mutantes femA mostraram redugao
da renovagdo da parede celular em células em crescimento, reducdo da autdlise de células

completas em condigdes de ndo crescimento e maior sensibilidade a meticilina. Estes dados
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sugerem que femA esta envolvido na biossintese da ponte interpeptidica de pentaglicina, que é
caracteristica do peptidoglicano de S. aureus.

A correlagdo entre uma quantidade intracelular reduzida da proteina FemA e um
conteudo diminuido de glicina na ponte pentaglicina do peptidoglicano forneceu a evidéncia de
que a proteina desempenhou uma tarefa na transpeptidacao da parede celular. Ainda que a
muta¢do induzida em femA resulte na perda da resisténcia a meticilina, houve a incorporagao
residual de glicina no peptidoglicano, que ainda atingiu pelo menos 40% da quantidade
encontrada nas cepas femA nao mutadas. (Johnson, 1995; Maidhof et al., 1991).

Adjacente a femA encontra-se outro gene, femB, que também afeta os niveis de
resisténcia a meticilina, embora em menor grau do que a femA (Berger-Bichi et al., 1989). Ao
se analisar femB e a proteina produzida, denominada FemB de 52 KDa, foi demonstrado que
inser¢des de Tn55/ em S. aureus resistentes a meticilina também reduzem a resisténcia a
meticilina, a renovagdo da parede celular e a autolise, semelhante a inativagdo de femA. Ou
seja, mutacdes no operon femAB levaram a uma forte redug¢ao da expressdo de FemA e FemB,
de aproximadamente 90% (Berger-Bichi et al., 1989, 1992; De Jonge; De Lencastre; Tomasz,
1991; Kornblum et al., 1986; Maidhof et al., 1991). Posteriormente, Kopp et al. (1996)
relataram que na formagao do peptidoglicano havia a participagdo de um gene adicional e sua
proteina resultante, denominados femX e FemX de 51 KDa, respectivamente.

O peptidoglicano dos S. aureus possui pontes contendo cinco glicinas, que sao
sintetizadas pela familia de proteinas FemXAB. Foi proposto que FemX adiciona a primeira
glicina da ponte cruzada, enquanto FemA adiciona a segunda e a terceira ¢ FemB adiciona a
quarta e a quinta glicinas (Figura 2). Destes, o FemX foi considerado essencial, também foi
demonstrado que ao contrario do que se pensava anteriormente, as células de S. aureus nao
sobrevivem na auséncia de uma ponte cruzada de pentaglicina, entretanto, residuos de glicina
permitem a sobrevivéncia do microrganismo (Monteiro et al., 2019; Rahman et al., 2022;
Strandén et al., 1997).

A espinha dorsal do peptidoglicano ¢ composta por unidades repetidas de acido N-
acetilmuramico (MurNAc) e 4cido N-acetilglucosamina (GIcNAc), onde uma haste
pentapeptidica esta ligada ao MurNAc. A biossintese de peptidoglicano comega com a
formag¢do de um nucleotideo precursor no citoplasma, que ¢ posteriormente convertido em um
precursor de peptidoglicano ligado a lipidios conhecido como Lipideo-II. Os genes
estafilocdcicos essenciais para as proteinas Fem: FemX, FemA e FemB, adicionam residuos de
glicina sequencialmente a haste pentapeptidica do Lipideo-II e desenvolvem a estrutura

semelhante a uma malha do peptidoglicano. FemX adiciona a primeira glicina, FemA adiciona
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a segunda e a terceira glicina e FemB adiciona a quarta e a quinta glicina a lisina da haste do
pentapeptideo A-E-K-A-A (A: L-alanina, E: D-glutamato, K: L-lisina, A-A: D-alanina-D-
alanina). O pentapeptideo Lipideo-II modificado ¢ entdo invertido através da membrana
citoplasmatica pelo complexo MurT/GatD e seguido pela reticulagdo de MurNAc mediada por
proteinas de ligagdo a penicilina (PBPs). Os PBPs utilizam o pentapeptideo Lipideo-II
modificado para desenvolver ligacdes cruzadas peptidicas por transpeptidacdo (Figura 2)
(Berger-Bichi; Tschierske, 1998; Rohrer; Berger-Bachi, 2003; Sauvage ef al., 2008; Vollmer;
Blanot; De Pedro, 2008).

Figura 2 - Estagios da via de biossintese do peptidoglicano
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As proteinas Mur citoplasmaticas sintetizam o pentapeptideo UDP-MurNAc seguido pela adi¢do de porgoes de
glicina a lisina da haste do pentapeptideo UDP-MurNAc. Mais tarde, o pentapeptideco UDP-MurNAc ¢
transportado para a membrana extracelular, onde as proteinas de ligagdo a penicilina utilizam o pentapeptideo
UDP-MurNAc e dio origem a cadeia peptidoglicana reticulada. Fonte: (Rahman et al., 2022).
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2 JUSTIFICATIVA

Considerando que S. aureus pode ser colonizador de pele e mucosas e viver em
harmonia com os seres humanos, porém, em algumas situagdes se tornar patogénico e
representar um risco a saude, especialmente em individuos imunocomprometidos,
hospitalizados ou em uso de dispositivos médicos invasivos como catéteres, sondas e tubos
orotraqueais. Considerando também que S. aureus ¢ um importante patdgeno comunitario e
hospitalar, responsavel por elevadas taxas de morbidade e mortalidade em todo o mundo,
causador de uma grande variedade de infec¢des, sendo a respiratdria e de corrente sanguinea
preocupantes devido ao mau prognoéstico, podendo rapidamente evoluir para sepse € obito.

A resisténcia aos antimicrobianos, em especial isolados MRSA ¢ cada vez mais
preocupante, especialmente nos ultimos anos, com a identificagdo de um novo tipo de
resisténcia chamada OS- MRSA, que pode apresentar um resultado sensivel a oxacilina em
testes laboratoriais, mas in-vivo, exibir resisténcia a este farmaco frente a pressao seletiva do
tratamento, podendo ser potencialmente fatal. Os isolados OS-MRSA exibem consideravel
diversidade genética, com variagdes nos fatores de viruléncia e determinantes de resisténcia.
Considerando a epidemiologia global, os crescentes relatos de OS-MRSA e a grande
variabilidade genética, faz-se necessario estudar e compreender melhor os padrdes genéticos de

S. aureus, estudando mecanismos de viruléncia e de resisténcia a oxacilina.



3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Estudar os mecanismos génicos relacionados a resisténcia tipo OS-MRSA
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) escrever uma revisao integrativa

b) realizar a tipagem SCCmec;

¢) sequenciar o genoma total de isolado clinico de S. aureus;

d) realizar a andlise aprofundada do genoma;

e) avaliar o alinhamento dos genes femXAB.
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4 CASUISTICA E METODOS

4.1 LOCAIS DE REALIZACAO DO ESTUDO

A amostra foi coletada no Hospital Universitario da Universidade Estadual de Londrina
(HU-UEL), um hospital terciario, centro de referéncia para o SUS na regido norte do estado do
Parana, Brasil. Atende pacientes de aproximadamente 250 municipios do Parana e de mais de
100 cidades de outros estados. Possui 431 leitos distribuidos entre unidades de internagao,
pronto socorro e unidade de terapia intensiva (UTI) (PDI-UEL, 2024).

Os testes descritos nesse trabalho foram realizados no setor de microbiologia do
Laboratério de Andlises Clinicas e Toxicoldgicas (LAC) do Hospital Universitario da
Universidade Estadual de Londrina (HU-UEL), no laboratorio de biologia molecular de
microrganismos (NIP5) localizado no Centro de Ciéncias Bioldgicas (CCB) no campus da
Universidade Estadual de Londrina (UEL) e no Laboratorio de Resistoma, Viruloma e
Alternativas Terapéuticas do Departamento de Andlises Clinicas, Escola de Farmdicia da

Universidade de Sao Paulo (USP).

4.2 DELINEAMENTO

Trata-se de um estudo, transversal, descritivo e observacional de culturas de S. aureus
isolados de pacientes internados em um hospital do Sul do Brasil, de janeiro de 2016 a
dezembro de 2023.

O estudo foi analisado pelo Comité de Etica em Pesquisa envolvendo seres humanos da
Universidade Estadual de Londrina (CEP/ UEL), tendo sido aprovado em 22 de junho de 2021,
sob o parecer: 4.796.146.

Foi incluida no estudo S. aureus proveniente de amostra clinica que apresentou
sensibilidade a oxacilina em testes laboratoriais usuais, porém, possuiam o gene mecA, que €
marcador para a resisténcia a oxacilina. Varios isolados foram selecionados para o
sequenciamento, entretanto, para este estudo apenas um isolado causador de sepse fatal foi
considerado devido a sua importancia e pelos estudos previamente realizados por este grupo de

pesquisa (Duarte et al., 2019). Os demais isolados serdo avaliados em trabalhos futuros.
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4.3 METODOS FENOTIPICOS

4.3.1 Identificagcdo de Staphylococcus aureus e Avaliagdo da Sensibilidade aos

Antimicrobianos

Os isolados foram identificados utilizando metodologia Manual, de acordo com
Jorgensen et al. (2015) e automatizada, utilizando o sistema Vitek® 2 Compact (bioMeriéux-
USA) e na sequéncia os isolados foram estocados a -80°C em meio TSB contendo 30% de

glicerol até o momento das andlises moleculares.

4.4 METODOS GENOTIPICOS

4.4.1 Extragao de DNA

A extra¢do do DNA gendmico foi realizada conforme descrito por Ausubel et al. (1999).
De maneira que, uma aliquota de 30 pL retirada do estoque foi transferida para 3 mL de TSB e
incubado a 35°C por 24 h. As células foram colhidas por centrifugagdo a 10.000 x g durante 3
minutos e ressuspensas em 500 puL de tampao TENTS. Na sequéncia, foram adicionados 400
pL de fenol (tamponado com 10 mM Tris-HCl e 1 mM EDTA, pH 8,0) e duas pérolas de vidro
a suspensdo. Cada tubo foi submetido a trés ciclos de 1 minuto no agitador vortex e 1 minuto
no gelo. Apos, foi realizada centrifugagdo a 10.000 x g durante 10 minutos e transferidos 400
puL da fase aquosa (sobrenadante) para um tubo novo, no qual foram adicionados 300 uL de
solucao contendo cloroférmio/alcool isoamilico (24/1), sendo homogeneizado manualmente
por inversdo e posteriormente centrifugado a 10.000 x g durante 10 minutos. Apods
centrifugacdo, foram transferidos 300 pL da fase aquosa (sobrenadante) para um tubo novo, no
qual foram adicionados 2,5 volumes de etanol absoluto gelado. O tubo foi armazenado a -20°C
por no minimo 2 horas, sendo centrifugado (10.000 x g durante 10 minutos) apos este periodo
e descartado o sobrenadante. Ao pelet formado foi adicionado, cuidadosamente para nao
ressuspendé-lo, 1 mL de etanol 70% e novamente centrifugado a 10.000 x g durante 10 minutos,
sendo descartado o sobrenadante. O DNA foi ressuspendido em 30 pL. de dgua ultrapura.

Também foi utilizada uma segunda técnica de extragdo para o sequenciamento
gendmico, onde, o DNA total foi capturado utilizando kit comercial da Sigma Aldrich GenElute

TM 2010, seguindo as recomendacdes de fabricagao.
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4.4.2 PCR Convencional

Como teste confirmatorio para a identificacao da espécie foi utilizado gene codificante
da coagulase (gene coa) de acordo com Tiwari, Sapkota e Sen (2008) e gene codificante de
termonuclease (gene nuc) de acordo com Hirotaki et al. (2011). A deteccao do gene mecA e a
tipificacdo dos elementos SCCmec foram realizadas de acordo com metodologia proposta por
Milheirigo, Oliveira e Lencastre (2007). A resisténcia a oxacilina foi avaliada de acordo com a

presenca do gene mecA.

4.4.3 Sequenciamento do Genoma

Uma vez obtido e avaliado o DNA total, o material genético foi submetido ao
sequenciamento na Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria — Embrapa-soja, unidade de
Londrina, na plataforma MiSeq (Illumina) utilizando o kit MiSeq Reagent v3 (600 ciclos) na
estratégia paired-end 2x300. Apds o sequenciamento a qualidade das leituras foi avaliada
utilizando a ferramenta FastQC (Fast Quality Control) para determinagio do Indice de
Qualidade Phred (Q). Todos os contigs construidos seguem os parametros padrao da plataforma
computacional Genomics Workbench CLC versao 10 (CLC bio, Dinamarca — QIAGEN
Bioinformatics). A anotagdo foi feita utilizando o algoritmo de grafos Brujin disponivel na
plataforma CLC bio. O arquivo com as sequéncias construidas foi submetido para alinhamento
de sequéncias utilizando ferramentas BLASTx. Todos os dados gerados foram introduzidos no
aplicativo Blast2GO, com contigs proprios. O mapeamento de sequéncias com alinhamento
significativo foi obtido utilizando a base de dados Gene Ontology. Para determinar a anotagao
funcional as andlises foram submetidas em bases de dados KEGG para determinar as possiveis
vias metabdlicas associadas aos codigos enzimaticos. Apds toda montagem e anotagdo
funcional dos genes foi realizada uma varredura para identificar genes que codificam

componentes causadores de resisténcia antimicrobiana e viruléncia bacteriana.
4.4.4 Numero de Acesso ao GenBank
Todo este projeto de Genoma Shotgun para a cepa 549 de S. aureus foi depositado em

DDBJ/ENA/GenBank sob o acesso PGGL00000000. A versao descrita neste artigo € a versao
PGGLO01000000. ID do BioProjeto PRINA416852 e BioSample SAMNO07967050.
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4.4.5 Analise Genomica Ampliada

O genoma foi anotado com Prokka vl.x (https://github.com/tseemann/prokka)
(Seemann, 2014). Para Multilocus Sequence Typing (MLST) a identificacdo do cassete
cromossomico estafilococico mec (SCCmec), spa type, presenga de plasmideos, predicdo de
genes de resisténcia antimicrobiana e genes de viruléncia foram realizadas utilizando as
ferramentas SpeciesFinder 2.0, MLST 2.0, SCCmecFinder 1.2, spaTyper 1.0, PlasmidFinder
2.1, ResFinder 3.2, VirulenceFinder 2.0 respectivamente, disponiveis no site do CGE (Center
for Genomic Epidemioly) (https://www.genomicepidemiology.org/services/) (Camacho et al.,
2009; Carattoli; Hasman, 2020; Larsen et al., 2012; Zankari et al., 2012). Além disso, ABricate
v0.9.8 (https://github.com/tseemann/abricate) foi usado com o banco de dados de fatores de
viruléncia (Chen, Lihong et al., 2016) para prever genes de viruléncia. O banco de dados
abrangente de resisténcia a antibioticos (https://card.mcmaster.ca’home) para predig¢ao de genes
de resisténcia. Para todos os genes, foram utilizados valores superiores a 95% para cobertura e
identidade.

Como os genes mecA e femXAB sao considerados essenciais para a resisténcia a
meticilina (Giannouli et al., 2010; Liang et al., 2022; Monteiro et al., 2019), rastreamos esses
genes para mutagdes no genoma da cepa S. aureus 549 mecA-positivo sensivel a oxacilina.
Além disso, mutagdes na regido promotora (regido a montante de 35 pb do local de inicio da
traducdo de mecA) podem afetar a resisténcia a cefoxitina/oxacilina (Liang et al., 2022). Desta
forma, a sequéncia para o gene mecA (2007 pb) e regido a montante de 65 pb do local de inicio
da tradugdo de mecA, genes femA (1263 pb), femB (1260 pb) e femX (codifica para o FemX),
obtida da sequéncia completa do genoma da cepa de S. aureus 549, foram alinhadas as
sequéncias da cepa de MRSA SQW1 (numero de acesso do GenBank: CP045468.1) (Giannouli
et al., 2010; Liang et al., 2022; Monteiro et al., 2019), usando GeniousPrime 8.
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5 RESULTADOS

Serao apresentados em dois artigos:

ARTIGO 1 — OS-MRSA ISOLATES AS A CAUSE OF MAJOR CLINICAL DIFFICULTY: DIAGNOSTIC AND

TREATMENT DIFFICULTIES

ARTIGO 2 — MUTACAO EM FEMX E FEMA E SUA RELACAO COM STAPHYLOCOCCUS AUREUS

SENSIVEL A OXACILINA MECA POSITIVO (OS-MRSA)



37

ARTIGO 1 — OS-MRSA ISOLATES AS A CAUSE OF MAJOR CLINICAL DIFFICULTY: DIAGNOSTIC AND

TREATMENT DIFFICULTIES

ABSTRACT

Staphylococcus aureus are microorganisms responsible for causing various infectious
processes. They can be simple infections restricted to the skin, or deep and invasive infections,
such as bloodstream infections. The emergence of oxacillin-susceptible mecA-positive S.
aureus isolates (OS-MRSA) has imposed difficulties in the treatment of patients with
staphylococcal infection, as such isolates can be erroneously detected as susceptible and lead
to failure in the therapy employed.

Keywords: Staphylococcus aureus. Epidemiology. OS-MRSA infections. Drug-resistance.

Staphylococcus aureus has the ability to cause various infectious processes, from
superficial sites to deep or systemic infections, such as bacteremia. Since its discovery in the
1960s, methicillin -resistant S. aureus (MRSA) has gained great clinical significance, whether
due to its rapid spread, both in community and hospital environments, or due to the mechanisms
of resistance and virulence inherent to the pathogen, which confer difficulty in treating patients
affected by these isolates, generating mortality rates that can reach up to 60% (Mahjabeen et
al., 2022).

With the development of resistance to penicillin (1940s) and, later, methicillin, in the
mid-1960s, studies have demonstrated the resistance mechanisms exhibited by MRSA isolates
(Ahmad-Mansour et al., 2021; Dyke, 1969). Methicillin resistance occurs through the
expression of the mecA gene, located in a mobile genetic element called the Staphylococcal
Chromosomal Cassette (SCC). This gene is responsible for the production of a modified protein
called Penicillin Binding Protein (PBP), PBP2a, which exhibits low affinity to beta-lactam
drugs, thus making isolates resistant to treatment with this class of antimicrobial (Chen,
Hongbin et al., 2021; Mlynarczyk-Bonikowska et al., 2022; Shoaib et al., 2023).

Methicillin resistance used to be reported only by evaluating the minimum inhibitory
concentration (MIC) values for oxacillin. Isolates with MIC values >4ug/ mL were considered
to be MRSA, and those isolates with MIC <2ug/ mL would be classified as Methicillin -
Sensible S. aureus (MSSA) (Boonsiri et al., 2020). However, in another studies a type of S.
aureus classified as “dormant” MRSA was described. This isolate, although in vitro susceptible
to methicillin, contained the mecA gene, which induces resistance to beta-lactam drugs. These

isolates, when coming into contact with antimicrobials, could reverse their susceptibility, which
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would lead to therapy failure and a worse clinical outcome. Thus, the term oxacillin-susceptible
mecA-positive S. aureus appeared (OS-MRSA) (Murakami et al., 1991; Pournaras et al., 2015).

Since then, studies have reported the presence of OS-MRSA isolates around the world,
but their prevalence is extremely variable. A series of factors are involved in its epidemiology,
such as: difficulty in laboratory phenotypic identification, isolates originating from the
community or health-promoting environment and the variety of infectious sites from which the
isolates are captured. Thus, studies indicate the epidemiology of OS-MRSA varies between
1.25 and 52% (Andrade-Figueiredo; Leal-Balbino, 2016; Duarte et al., 2019; Hososaka et al.,
2007; Liu, Jun-Lan et al., 2021).

OS-MRSA isolates shows a high epidemiological diversity. It is possible to understand
this fact, among OS-MRSA, by a literature review. Among the studies evaluated by the authors,
there was a variation between 1.6%, in a study conducted with healthcare workers, and 11% in
another study carried out with patients admitted to a Greek hospital. In another study, conducted
in nine Chinese cities, with 1588 isolates from different sites, the highest prevalences were
detected in the cities of Guangzhou (30%); in Beijing (18.3%); in Wuhan (15.1%) and
Hangzhou (13.3%) (He et al., 2013; Ma, Mingbiao ef al., 2021).

In addition to their variable epidemiology, and the diversity of sites that OS-MRSA
isolates can affect, these isolates can also be found colonizing healthy patients. This fact
becomes even more relevant when these asymptomatic carriers are healthcare professionals,
which can favor transmission to patients hospitalized in healthcare services and complicate the
therapy to be used (Danelli et al., 2020).

Although the resistance mechanism of MRSA isolates is well elucidated, this fact is still
unknown regarding OS-MRSA. Some authors suggested that there is a suggestion of mutations
in the femXAB gene family, which participates in the synthesis of the microorganism's wall
(Brahma et al., 2019; Giannouli et al., 2010).

Another point raised, in an attempt to explain this phenomenon, is the decrease in the
regulation of the expression of genes responsible for bacterial wall synthesis, as well as changes
in the sequences of the mecl and mecR genes, which regulate and express mecA. Changes in
the expression of genes such as: 7poB, femXAB susceptibility pattern when coming into contact
with beta lactam antimicrobials. Furthermore, changes in genes responsible for bacterial wall
synthesis explain the fact that such microorganisms, in culture media, present smaller-sized
colonies, compared to standard MRSA colonies (Boonsiri ef al., 2020; Liang et al., 2022).

Given the enormous epidemiological diversity and multiple mechanisms of virulence

and resistance, the treatment of patients with S. aureus infection has been a clinical challenge
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(Duarte et al., 2019; Hou et al., 2023). This fact becomes even more relevant when it comes to
OS-MRSA isolates. Following what is described in stewardship, as well as efficient
antimicrobial management protocols, clinicians tend to optimize the therapy used, based on
laboratory identification. However, these microorganisms are falsely classified as susceptible
in phenotypic tests by the clinical laboratory. Another relevant point is the possibility of
reversing susceptibility when starting therapy with beta-lactams, which can cause failure in the
therapy used and lead to a worse clinical prognosis (Liu, Roushan ez al., 2021).

Considering the particularities of the pathogen, it is necessary that the treatment for
patients infected by OS-MRSA isolates is as effective as possible to resolve the condition. Anti-
staphylococcal penicillin’s, such as oxacillin, due to resistance phenomena, should be used with
caution, with vancomycin being one of the therapies of choice for the treatment of MRSA
infections (Giannella et al., 2020).

Another point to be considered is the intensification of therapy with the use of
combinations of antimicrobials, which according to the authors has demonstrated benefit, both
in reducing poor prognoses and in effective resolution from the board. The use of ceftaroline, a
fifth-generation anti-MRSA cephalosporin, appears to show promising results in the treatment
of infections complicated by MRSA/OS-MRSA. Furthermore, its use in combination with
daptomycin appears to improve the host response and reduce bacterial virulence (Heger; Al-
Sayyad, 2022)(Holland; Bayer; Fowler, 2022).

OS-MRSA isolates generate great clinical difficulty, whether for correct laboratory
identification or for ideal therapeutic management. More studies on the topic are necessary so
that, in fact, the real mechanism of resistance involved in the situation is known, as well as

knowledge of epidemiology, both local and global.
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ARTIGO 2 — MUTACAO EM FEMX E FEMA E SUA RELACAO COM STAPHYLOCOCCUS AUREUS

SENSIVEL A OXACILINA MECA POSITIVO (OS-MRSA)

RESUMO

Staphylococcus aureus resistente & meticilina (MRSA) é um microrganismo que apresenta
grande variabilidade genética e tem ocorréncia mundial. Através da andlise do genoma
completo de S. aureus 549, isolado de infec¢do de corrente sanguinea de paciente com choque
séptico, foi possivel evidenciar que esta cepa, embora tenha se mostrado sensivel a meticilina,
portava o gene mecA, sendo resistente aos -lactamicos e classificada como sensivel a oxacilina
mecA-positivo (OS-MRSA). Também foram identificadas mutagdes em femX (I51V) e femA
(Q36E e Y195F), genes relacionados com a formagao do peptidoglicano. Mutacdes em femX
sugerem fortemente que a cepa 549 OS-MRSA também poderia ter a expressdo de femX
diminuida. Mutag¢des em femd podem estar associadas a OS-MRSA ou a restauracdao da
sensibilidade a oxacilina em MRSA. Pesquisas focadas em fatores adjacentes a mecA podem
revelar possiveis alvos farmacologicos, como as proteinas resultantes dos genes fem.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus. Infecgdes OS-MRSA. Antimicrobianos. Genoma.

INTRODUCAO

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) é um microrganismo que
apresenta grande variabilidade genética e tem ocorréncia mundial (Hisatsune ef al., 2017). Foi
descrito pela primeira vez em pacientes hospitalares, porém, hoje também podemos relaciona-
los as infec¢des comunitarias (Hau et al., 2017).

Isolados de S. aureus, frequentemente associados a processos infecciosos, apresentam
alto potencial para se tornarem resistentes a agentes antimicrobianos (Lin; Koskella; Lin, 2017;
Lindsay; Holden, 2004). Mundialmente, tem havido um aumento na ocorréncia deste
microrganismo multirresistente (Multidrug resistance — MDR). A infeccdo por S. aureus
representa um mau prognostico, podendo apresentar dificuldades de tratamento (Ochieng’
Oduor et al., 2016). De acordo com Boucher et al. (2009), na América do Norte as mortes
hospitalares ocasionadas por MRSA tiveram maiores propor¢des do que aquelas causadas por
HIV e Tuberculose juntas.

O gene cromossdmico mecA atribui a resisténcia a meticilina em Staphylococcus spp.
através da codificagdo de uma proteina de liga¢do a penicilina de baixa afinidade denominada
PBP2a ou PBP2’ (Reynolds; Fuller, 1986). A ndo correlacdo entre a quantidade real de PBP2a
e o nivel de resisténcia, entretanto, levou a estudos genéticos que, inicialmente, resultaram na

descoberta inicial de seis fatores adicionais, denominados genes fem (A4, B, C, D, E e F), que
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ndo estavam ligados ao locus mec, mas ainda assim influenciaram o nivel de resisténcia a
meticilina (Berger-Béchi, 1994, 1983; Berger-Bichi et al., 1992; Labischinski, 1992).

O peptidoglicano dos S. aureus possui pontes contendo cinco glicinas, que sao
sintetizadas pela familia de proteinas FemXAB expressas a partir dos genes femXAB. Foi
proposto que FemX adiciona a primeira glicina da ponte cruzada, enquanto FemA adiciona a
segunda ¢ a terceira ¢ FemB adiciona a quarta e a quinta glicinas. Também foi demonstrado
que ao contrario do que se pensava anteriormente, as células de S. aureus nao sobrevivem na
auséncia de uma ponte cruzada de pentaglicina, entretanto, residuos de glicina permitem a
sobrevivéncia do microrganismo (Monteiro et al., 2019; Rahman et al., 2022; Strandén et al.,
1997).

Neste trabalho mostramos o sequenciamento gendmico, realizado pelo nosso grupo de
estudos, de uma cepa de S. aureus que causou choque séptico em um paciente de 43 anos de
um Hospital Terciario do Sul do Brasi. Esta cepa pertence ao Complexo Clonal 1 (CC1) e possui
Sequéncia Tipo 1 (ST 1) (Duarte et al., 2019). Apos revisdo gendmica, evidenciamos que apesar
de ser fenotipicamente sensivel a meticilina, esta cepa portava o gene mecA, o qual gerou falha
terap€utica para os agentes B-lactdmicos com posterior sepse fatal (Duarte et al., 2019).
Portanto, sendo classificada como S. aureus sensivel a oxacilina mecA positivo (OS-MRSA)
(Chung et al., 2016).

Microrganismos que possuem genes relacionados com resisténcia antimicrobiana, mas
que em testes fenotipicos usuais sdo sensiveis a estes mesmos antimicrobianos, sao
especialmente preocupantes e devem ser melhor estudados. Apesar da aparente sensibilidade
fenotipica, o microrganismo possui capacidade génica para expressar a resisténcia e gerar uma
falha terapéutica (Duarte et al., 2019). Tendo conhecimento deste fato, nosso grupo de pesquisa
busca, através deste trabalho, melhor compreender os mecanismos génicos relacionados a

resisténcia tipo OS-MRSA através da analise das sequéncias dos genes femXAB.

METODOS

Extracao de DNA

S. aureus previamente isolado em 2016 de um caso de infeccao de corrente sanguinea,
foi armazenado em laboratorio de andlises clinicas a -80 °C. O isolado foi descongelado e
cultivado em caldo BHI (Brain Heart Infusion) a 37 °C, por 24 horas. Ap6s o cultivo inicial,

foi confirmada a pureza do isolado e novamente cultivado em caldo BHI a 37 °C, por 24 horas,
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sob agitacdo de 200 rpm. Este segundo cultivo foi usado para obter DNA total. Apo6s o
crescimento bacteriano, conforme descrito acima, o DNA total foi extraido utilizando kit

comercial da Sigma Aldrich GenElute TM 2010, seguindo as recomendagdes do fabricante.

Sequenciamento genomico

Uma vez obtido e avaliado o DNA total, o material genético foi submetido ao
sequenciamento na Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria — Embrapa-soja, unidade de
Londrina, na plataforma MiSeq (Illumina) utilizando o kit MiSeq Reagent v3 (600 ciclos) na
estratégia paired-end 2x300. Apdés o sequenciamento a qualidade das leituras foi avaliada
utilizando a ferramenta FastQC (Fast Quality Control) para determinagio do Indice de
Qualidade Phred (Q). Todos os contigs construidos seguem os parametros padrao da plataforma
computacional Genomics Workbench CLC versdo 10 (CLC bio, Dinamarca — QIAGEN
Bioinformatics). A anotacdo foi feita utilizando o algoritmo de grafos Brujin disponivel na
plataforma CLC bio. O arquivo com as sequéncias construidas foi submetido para alinhamento
de sequéncias utilizando ferramentas BLASTx. Todos os dados gerados foram introduzidos no
aplicativo Blast2GO, com contigs proprios. O mapeamento de sequéncias com alinhamento
significativo foi obtido utilizando a base de dados Gene Ontology. Para determinar a anotacao
funcional as analises foram submetidas em bases de dados KEGG para determinar as possiveis
vias metabdlicas associadas aos codigos enzimaticos. Apds toda montagem e anotagdo
funcional dos genes foi realizada uma varredura para identificar genes que codificam

componentes causadores de resisténcia antimicrobiana e viruléncia bacteriana.
Numero de acesso ao GenBank

Todo este projeto de Genoma Shotgun para a cepa 549 de S. aureus foi depositado em
DDBIJ/ENA/GenBank sob o acesso PGGL00000000. A versao descrita neste artigo € a versao
PGGLO01000000. ID do BioProjeto PRINA416852 e BioSample SAMNO07967050.
Analise genomica aprofundada

O genoma foi anotado com Prokka vl.x (https:/github.com/tseemann/prokka)

(Seemann, 2014). Para Multilocus Sequence Typing (MLST) a identificagdo do cassete

cromossomico estafilococico mec (SCCmec), spa type, presenca de plasmideos, predi¢ao de
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genes de resisténcia antimicrobiana e genes de viruléncia foram realizadas utilizando as
ferramentas SpeciesFinder 2.0, MLST 2.0, SCCmecFinder 1.2, spaTyper 1.0, PlasmidFinder
2.1, ResFinder 3.2, VirulenceFinder 2.0 respectivamente, disponiveis no site do CGE (Center
for Genomic Epidemioly) (https://www.genomicepidemiology.org/services/) (Camacho et al.,
2009; Carattoli; Hasman, 2020; Larsen et al., 2012; Zankari et al., 2012). Além disso, ABricate
v0.9.8 (https://github.com/tseemann/abricate) foi usado com o banco de dados de fatores de
viruléncia (Chen, Lihong et al., 2016) para prever genes de viruléncia. O banco de dados
abrangente de resisténcia a antibioticos (https://card.mcmaster.ca’home) para predi¢cao de genes
de resisténcia. Para todos os genes, foram utilizados valores superiores a 95% para cobertura e
identidade.

Como os genes mecA e femXAB sao considerados essenciais para a resisténcia a
meticilina (Giannouli ef al., 2010; Liang ef al., 2022; Monteiro et al., 2019), rastreamos esses
genes para mutagdes no genoma da cepa S. aureus 549 sensivel a meticilina mecA positivo.
Além disso, mutagdes na regido promotora (regido a montante de 35 pb do local de inicio da
traducdo de mecA) podem afetar a resisténcia a cefoxitina/oxacilina (Liang et al., 2022). Desta
forma, a sequéncia para o gene mecA (2007 pb) e regido a montante de 65 pb do local de inicio
da traducdo de mecA4, genes femA (1.263 pb), femB (1.260 pb) e femX (1.266 pb), obtida da
sequéncia completa do genoma da cepa de S. aureus 549, foram alinhadas as sequéncias da
cepa de MRSA SQW1 (niimero de acesso do GenBank: CP045468.1) (Giannouli et al., 2010;

Liang et al., 2022; Monteiro et al., 2019), usando GeniousPrime 8.

RESULTADOS

De acordo com a montagem, o genoma apresenta tamanho total de 3.108.109 pb, com
um contetido de GC de 32,8%, com 9 RNAs ribossdmicos (rRNAs) e 64 RNAs transportadores
(tRNAs). Foram identificadas 2.905 sequéncias de DNAs codificantes (CDSs). A cepa foi
identificada como S. aureus tipo de sequéncia 1 (ST1), SCCmec tipo IVa (2B), spa type t922.
Foram identificados genes relacionados a resisténcia para aminoglicosideos, B-lactamicos,
trimetoprima e 7 bombas de efluxo. Quanto ao viruloma, foram identificados 31 genes
relacionados a fatores de viruléncia, dentre estes, destacam-se [ukFS-PV e icaABCDR,
responsaveis pela formacdo da leucocidina Panton-Valentine e biofilme, respectivamente.

Também foram identificados 3 plasmideos neste genoma (Tabela 1).
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Tabela 1 — Analise do genoma de Staphylococcus aureus 549
Informacéo do genoma

Tamanho do genoma (pb) 3.108.109

Numero de contigs 153

CDSs 2.905

Numero de rRNAs 9

Numero de tRNAs 64

% GC 32,8

Dados epidemiologicos

MLST ST1

SCCmec SCCmec tipo IVa (2B)
spa type 1922

Resistoma

Aminoglicosideos aph(3')-11T*
B-lactamicos mecA, blaZ
Macrolideos -

Fluoroquinolonas -

Fenicois -

Lincosamidas -

Tetraciclina -

Trimetoprima arfG

Bombas de efluxo arlS, arlR, arlG, mgrA, mepA, mepR, ImrS

hid, higABC, seb, seb, selq, selk, vIWbp, sspC, sspAB,
isdBCDEFG, isdEFG, srtB, hlyhla, ebp, lukFS-PV, fnbA,

Viruloma cap8ABCDEFGHIJKLMNOP, hysA, sbi, seh, adsA, lip,
icaABCDR, aur, sdrC, sak, scn, geh, esxAB, esaABC, essABC
Plasmideos Repl6, repSa, rep7c

*aph(3')-11I — amikacin resistance.

O alinhamento dos genes mecA e femB de S. aureus 549 com SAW1 ndo mostraram
mutacoes na sequéncia da cepa 549, apesar das diversas trocas de nucleotideos. Por outro lado,
foi encontrado uma mutagao no gene femX (I51V) (Figuras 1 e 3) e também foram encontradas

duas mutagdes no gene femA (Q36E e Y195F) (Figuras 2 e 4) da cepa 549.
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Figura 1 — Alinhamento de sequéncia e tradu¢do do gene femX do isolado Staphylococcus
aureus 549 sensivel a oxacilina mecA positivo (OS-MRSA), com a sequéncia da
cepa SAW1 de S. aureus, resistente a oxacilina

20 40 60 70 80 20
2.280.279 2,280,269 2.280,259 2,280,249 2.280,239 2,280,229 2,280,219 2,280,209 2,280,199

2,280,288

SAW1- femX gene
Translation

i < T OOK W
1 H 10 15 - 20 25 30
549 -femX gene ATGGAAAAGATGCATATCACTAATCAGGAACATGACGCATTTGTTAAATCECACCCEAATGGAGATTTATTACAATTAACGAAATGGGCAG
Translation M E K M H I T N Q E H D A F " K S H P N _G D I L Q L T K w A

170 180
2,280,119 2,280,109

100 110 120 130
2,280,189 2,280,159

SAW1- femX gene

Translation B T KK R R -m

549 -femX gene AAACAAAGAAATTAACTGGATGGTACGCGCGAAGAATCGCTGTAGGT(RTGACGGTGAABTTCAGGGTGTTRCGCAGTTACTTTTTAAAAA
G D G Q F K K

Translation E T K K L T GG W ¥ A R R | A L
190 20 210 220 230 240 250 260 270
2,280,029

2,280,099 2,280,089 2,280,079 2,280,069 2,280,059 2,280,049 2,280,039 2,280,019

SAW1- femX gene

Translation = £
65 70 75 BO 85 90
549 - femX gene AGTACCTAAATTACCEBTATACGCTATGTTATATTTCACGTGGTTTTGTTGTTGATTATAGTAATAAAGAGCGTTAAATGCATTGTTAGAC
Translation \Y P K L P ¥ T L C ¥ I 5 R G F vV v D Y S N K E A L N A L L D
280 290 300 310 320 330 340 350 360

2,280,009 2,279,999 2,279,989 2,279,979 2,279,969 2,279,959 2,279,949 2,279,939 2,279,929

SAW1- femX gene
Translation

a5 100 105 110 118

120
549-fem)(gene AGTGCAAAAGAAATTGCTAAAGCTGAGAAAGCGTATGCAATTAAAATCGATCCTGATGTTGAAGTIIGATAAAGGTACAGATGCTTTGCAAA
Translation s A K E I A K A E K A Y A | K I D P D V E V D K G T D A L Q

370 380 390 400 410 420 430 440 450
2,27?,91 9 2,27?,509 2,27?‘899 2,27?,339 2,27?,579 2,1??,859 2,27?.559 2‘27?,349 LZ??,BSB

SAW1- femX gene
Translation

125 130 135 140 145 150
549—femxgene ATTTGAAAGCGCTTGGTTTTAAACATAAAGGATTTAAAGAAGGTTTATCAAAAGACTACATCCAACCACGTATGACTATGATTACACCAAT
N L K A L G F K H K G F K E G L 1 Q P R M T M 1 T P 1

P .

Translation K DY 1
460 470 480 450 500 510 520 530 540

2,279,829 2,279,819 2.27"3‘8119 2,279,792 2,279,789 2.27?.779 2,27?.769 2,279,759 2,279,749

SAW1- femX gene G
Translation R K

| N F E. R K !
155 150 165 170 175 180
549 -femXgene TGATAAAAATGATGATGAGTTATTAAATAGET TEIGAACGCCGAAATCGTTCAAAAGTGCGETTGGCTTTAAAGCGAGGTACGACAGTIBGAA
Translation D K N D D E L L N S, B E R R N R 5 K v R L A L K R G T T v E

550 560 570 SISD 590 600 610 620 630

2,279,739 2,279,729 2,279,719 2,279,709 2,279,699 2,279,689 2,279.679 2279669 2,279,659

SAW1- femX gene
Translation

= ‘RIEDESGE ‘°HEEE T 'R !
L 185 190 195 200 a8 210
549 - femX gene CGATCTGATAGAGAAGGTTTAAAAACATTTGCTGABT TAATGAAAATCACTGGGGAACGCGATGGCTTCTTAACGCGTGATATTAGTTACT
Translation R s D R E G L K T F A E L M K ' T 6 E R P G F L T R D I s ¥

640 650 660 670 680 690 700 710 720
2,27?,549 2,27?,639 2,279,629 2,27?,5|Q 2.27?5&9 2.27?,599 2.27?.589 2‘27?.579 2,279,569

SAW1- femX gene
Translation E

215 Shiie 220 225 230 235 240
549 - femXgene TTGAAAATATTTATGATGCGTTGCATGAAGATGGAGATGCTGAACTATTTTTAGTAAAGTTGGATCCAAAAGAAAATATAGCGAAAGTAAA
Translation F E N I Y D A L H E D G D A E L F L Vv K L D P K E N I A K v N

730 740 750 760 770 780 790 BOO aio
2,279,559 2,27?,549 2,27?_539 2,279,529 2,27?_51 9 2,279,509 2,27?,499 2,279,489 2,279,479

SAW1- femX gene

Translation L S ol 7 ==
245 250 255 260 265 270
549 - femX gene TCAAGAATTGAATGAACTTCATGCCGAAATTGCTAAATGGCAGCAGAAGATGGAAACATCTGAAAAGCAAGCTAAAAAAGCGCAAAATATG
Translation Q E L N E L H A E I A K w Q Q K M E T S E K Q A K K A Q N M
520 830 840 850 850 870 830 830 50 o0
2,279,469 2,279,449 2,279,429 2279419 2279379

2,279.459 2,279.439 2,279,409 2,279,399 2,27?‘389

SAW1- femX gene
Translation

549 - femX gene ATTAATGATGCGCAAAATAAAATTGCTAAAAATGAAGATTTAAAACGAGACCTAGAAGCTTTAGAAAAGGAACATCCTGAAGGTATTTATC

Translation I N D A Q N K I A K N E D L K R D L E A L E K E H P E G I Y
920 940 950 980 970 980 990 1,000
2,279,369

2,279,349 2,279,339 2,279.329 2279319 2,279,309 2,279,299 2,279,289

SAW1- femX gene
Translation

< Yl - G= Ig==8= F
—— ——205. - — | — = —— 320 —_—i = ——0 =
549 - femX gene TTTCTGGTGCACTATTAATGTTTGCTGGCTCAAAATCATATTACTTATATGGTGCGTCTTCTAATGAATTTAGAGATTTTTTACCAAATCA
Translation L $ 6 A L L M F A G S K S ¥ ¥ L Y G A S S N E F R D F L P N H
1,010 1,020 1,030 1,040 1,050 1,060 1,070 1,080 1,090
2,279,279 2,279,268 2,279,259 2,279,243 2,279,239 2,279,229 2279219 2,279,209 2,279,199
K ¥ A ¥ EEHIETGD A

¥ T mYSEDE F ERNGE T
335 340 345 aso 355 360

549 -femXgene TCATATGCAGTATACGATGATGAAGTATGCACGTGAACATGGTGCAACAACTTACGATTTCGGTGGTACAGATAATGATCCAGATAAAGAC
Translation H M @ ¥ T M M K Y A R E H G A T T ¥ D F G G T D N D P D K D

SAW1- femX gene
Translation

P EETK .

1,100 1,110 1,120 1,130 1,140 1,150 1,160 1,170 1,180
2.27?‘139 2‘27?,179 2,279,169 2,279,159 2,279,149 2,27?‘139 2,279.129 2.27?,1'\9 2,279,109

SAW1- femX gene
Translation

; 7 K W T e '
365 370 375 380 385 390

549 - femX gene TCAGAACATTATGGETTATGGGCATTTAAAAAAGTGTGGGGAACATACTTAAGTGAAAAGATTGGTGAATTTGATTATGTATTGAATCAGC
Translation S E H Y G L W A F K K v W G T ¥ L s E K I G E F D Y Vv L N Q

1190 1300 1210 1320 1230 1.240
2.27?1099 2,27?‘D7§ 2‘27?.069 2,27?@59 2.27?,049

1260 1266
Z.ZT?‘DIE

SAW1- femX gene
Translation

395 : 400
549 - femX gene CATTGTACCAATTAATTGAGCAAGTTAAACCGCGTTTAACAAAAGCTAAAATTAAAATATCTCGTAAATTAAAACGAAAATAG
Translation P L Y Q L I E Q A K P R L T K A K I K 1 5 R K L K R K *

Destaques na sequéncia do gene e traduggo da cepa 549 de S. aureus indicam mudangas de nucleotideos e/ou
aminoacido, respectivamente, na sequéncia SAW1. O quadrado destaca uma mutacao no gene femX da cepa 549
de S. aureus (I51V), mostrado em mais detalhes na Figura 3.
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Figura 2 — Alinhamento de sequéncia e tradu¢do do gene femA do isolado Staphylococcus
aureus 549 sensivel a oxacilina mecA positivo (OS-MRSA), com a sequéncia da
cepa SAW1 de S. aureus, resistente a oxacilina

20 30 40 50 60 70 80 a0
1,388,903 1,388,912 1,388,922 1,388,932 1,388,942 1,388,952 1,388,962 1,388,972 1,388,982 1,388,992

SAWT - femA gene  BING A GIETTACARNATITAACE GETARAGA GINIT GGG CETIRTAGHE GRATIA G RN CEtATACE C MOATIENCAT CORAAGT G G CIEACTAT G
Translation H K F T ONEEE T A K EEE F EGE A F T HEBE S HNE P O¥0 S EE F T NON T ENESGEEHE YR

549 - femA gene ATGAAGTTTACAAATTTAACAGCTAAAGAGT TTGGEIGCMT TTACAGATAGCATGCCATACAGTCATTTCACGCAAACTGTTGGCCACTATG
Translation M K E F G A F T s M P Y S H F T Q@ T V G H ¥

120 130 140 150 160 170 180
1,389.D32 1,389,052 1,389,062 1,389,072 1,389,082

SAW1 - femA gene e 1G : G
Translation T SHINESVECGIEE K ‘N C E— T

549 -femAgene AGTTRAAGCTTGCTBAAGGTTATGARACACATTTAGTGGGAATAAAAAACAATAATAACGAGGTCATTGCAGCTTGCTTACTTACTGCTGT
E LYK L ANMG Y EJT H L V G | K N N NN E V I A A C L L T A V

Translation

210 220 230 240 250 260 270
1,389,092 1,389,102 1,389,112 1,389,122 1,389,132 1,389,142 1,389,152 1389162 1389172
SAW1 - femA gene
Translation H P DN «EEE F CKOEYS FOEYS S ENECORHGE P F F F EBAS
549—femAgene ACCTGTTATGAAAGTGTFCAAGTATTTTTATTCAAATCGCGGTCCAGTGAHGATTATGAAAATCAAGAACTCGTACACTT CTTTAAT
Translation P voM K vV F K Y F Y S N R G P v I D Y E N Q E L VvV H F F F N
280 290 300 310 320 330 340 350 360
1389182 1389192 1,389,202 1,389.212 1,389,222 1,389,232 1,389,242 1,389,252 1,389,262
SAWT - fermA gene  GAATTATCAAAATAT GTTANARAACATCGTT GTCTATACCTACATATC GATCCGTATTTACCATATCAATACTTGAATCAT GATGGEGAGA
Translation HEE S K YEE K KEEHE R (N Y EEEHIEEEDE ¢ Y EE P 'Y Q0 ¥ EEN N EHIEDITG IS
549 - femA gene GAATTATCAAAATATGTTAAAAAACATCGTTGTCTATACCTACATATCGATCCETATTTACCATATCAATACTTGAATCATGATGGCGAGA
Translation E L S K Y v K K H R C L Y L H | D P Y L P Y Q & i N H D G E
370 380 390 400 410 420 430 440 450
1,389,272 1.33?,252 1,38.9,292 1.33‘?.302 1 .33‘?.31 2 1.35?,322 1.38_9,332 1 ,35?.342 1,389,352

SAW1 - femA gene
_ Translation I 7THEGE N A NGINNDE W F FHDN KEEN S NEEG F BEESHS 7T 0GI F BHE K NG F Bom P W

549 - femAgene TTACAGGTAATGCTGGTAATGATTGGTTCTTTGATAAAATGAGTAACTTAGGATTTGAACATACT'GGATTCCATAAAGGATTTGATCCTGT
Translation T N A N D W F F D K M S N F T K G F D P V

450 470 480 490 500 510 520 530 540
1,389,362 1,389,372 1,389,382 1,389,392 1,389,402 1,389,412 1,389,422 1,389,432 1,389,442
SAW1 - femA gene € C C 5 G GGAMGG G
Translation . Q== R ENCEEE S _ K - K T A SDEspsssimssis Kk N BRESOE-GOESE R K R N
549 - femA gene GCTACAAATTCGTTA“I“CACTCAGTGTTAGATTTAAAAGATAAAACAGCAGATGACATCATTAAAAATATGGATGGACTTAGAAAAAGAAAC
Translation Q I R ¥ H s ¥ L D L K D K T A D D | | K N M D G L R K R N
550 560 sio 580 590 W 600 610 620 630

1,389,452 1,383,462 1,389,482 1,383,492 1,389,502 1,389,512 1,383,522 1,389,532

SAW1 - femA gene { C - G ¢ G
Translation T K-K K PEIE F R S FENEESDE T sSH

549 - femA gene ACGAAAAAAGTTAAAAAGAATGGTGTRAAAGTAAGATIETTTATCTGARGAAGAACTACCAATTTTTAGATCATTTATGGAAGATACGTCAG
Translation T K K VvV K K N G VRK VvV R F L S E E E L P | F B S F M E D T S
640 650 660 690 700 710 720

1,389,542 1,389,552 1,389,562 1,389,572 1,389,582 1,389,502 1,389,602 1,389,612 1,389,622
SAW1 - femA gene ; ) G G
Translation Hl S K A F ABDN R BDENDNE K F C¥ ¥ N R EENN K ¥ ¥ K NDN R EVIENESVS - EEN A Y §
549-femAgene AATCAAAAGCTTTTGCTGATCGTGATGACAABTTTTABTACAATCGCTTAAAATATTACAAAGACCGTGTGTTAGTIICCTTTAGCGTATAT
Translation E S K A F A D R D D K F Y ¥ N R L K Y ¥ K DR V L Vv P L A Y I
730 740 750 760 70 780 790 800 810
1,389,632 1,389,642 1,389,652 1,389,662 1389672 1,380,682 1389692 1.389,702 1,389,712
SAWT - femA gene  CRATEIIET GAT G AATATATIAAR GANCTANAT GHAGAGE G GATATTTAARTAAR GATTETAARTNAR G CATETARAG G ATATT CANARACT T
Translation EN F EDEEEN Y IS K EEESES N EEEESS R DDDSEIEN N K EDEENS N K A BEN K EDESNIEES K R
549 -femAgene  CAABTTTGATGAATATATTAAAGAACTAAABGAAGAGCGTGATATTTTAAATAAAGATTTAAATAAAGCETTAAAGGATATTGAAAAACGT
Translation N F D E Y I K E L N E E R D I L N K D L N K A L K D I E K R
820 830 840 850 850 870 880 890 500 310
1,389,722 1,389,732 1,389,742 1,389,752 1,389,762 1,389,772 1,389,782 1,389,792 1,389,802 1,389,812

SAW1 - femA gene ]
_ Translation R .

549 - femA gene CCTGAAAAAAAAAAGCEICABAACAABCGAGATAACTTACAACAACAACTTGATGCMAATGAGCAAAAGATTGAAGAAGGTAAACGTCTAC
Translation P E N K K A H N K R D N L @ Q@ @ L D A N E Q K | E E G K R L

920 930 940 950 960 970 980 990 1,000
1,389,822 1,389,832 1,389,842 1,389,852 1,389,862 1,389,872 1,389,882 1,389,892 1,389,902
SAWT - fernA gene  1IG B GIRERCEAT G GIRAAT G AACTACCTATICTCT GO G G IITCTRCT AT CARTCTATIIT G AR G GIRATTIAT GEN G GIf G GTACATCARA
Translation QUEEENTHETGY N P M S A NGE F F F HIE'NT P F NENEVENVE Y YT A BGEEGHN T S I'N
549 - femA gene AAGAAGAACATGGTAATGAANTACCTATCTCTGCTGGTTTCTTCTTTATCAABCCATTTGAAGTTGTTTATTATGCTGGTGGTACATCAAA
Translation Q E E H G N E L P I S A G F F F I N P F E V V ¥ ¥ A G G T S N
1,010 1,020 1.030 1,040 1,050 1,060 1,070 1,080 1,090
1,383,912 1,389,922 1,389,932 1,389,942 1,389,952 1,389,962 1389972 1,389,982 1,389,992
i i i i i i 7 ; i
SAW1 - femA gene
Translation A F REHE F A EGE S 'Y A BVEIGHE W BN N Y A B N EHESGTEEESEE R Y N F ]
549 - femA gene TGCTTTCCGICATTTTGCCGGAAGTTATGCAGTGCAATGGGAAATGATTAATTATGCATTAAATCATGGCATTGACCGTTATAATTTCTAT
Translation A F R H F A G S ' Y A V Q W E M | N Y A L N H G | D R Y N F Y
1,100 1,110 1,120 1,130 1,140 1,150 1,160 1,170 1,180
1,390,002 1,390,012 1,390,022 1,390,032 1,390,042 1,390,052 1,390,062 1,390,072 1,390,082
SAW1 - femA gene GIGHIGH C G ( ET G GG r ' -
Translation - S EEmeKs F T —. ——m_ K F UK K
549 - femA gene GGTGTTAGTGGTAAATFTACAGAAGATGCTGAAGATGCTGGTGTAGTTAAATTCAAAAAAGGTTACAATGCTGAAATTATTGAATATGTTG
Translation G Vv S G K F T E D A E D A G V V K F K K G Y N A E I I E ¥ V
1.190 1,200 1210 1220 1.230 1,240 1.250 1.260 1.263
1,390,092 1,390,102 1,390,112 1,390,122 1,390,132 1,390,142 1,390,152 1,390,165

sanl - femA gene GTGACTTTATAAAACCAATTAATAAACCTGTTTACGCAGCATATACCGCACTTAAAAANGTTANAGACAGAATTTTTTAG
Translation GUEDE F B K P EEE N K PENMEY A A Y T ANENIEK K NN K BSDNE R N F N

549 - femA gene GTGACTTTATEAAACCAATTAATAAACCTGTTTACGCAGCATATACCGCACTTAAAAAAGT TAAAGACAGAATTTTTTAG
Translation G D F | K p I N K P V ¥ A A Y T A L K K v K D R | F *

Destaques na sequéncia do gene e traduggo da cepa 549 de S. aureus indicam mudangas de nucleotideos e/ou
aminoacido, respectivamente, na sequéncia SAW1. O quadrado destaca uma mutacdo no gene femA da cepa 549
de S. aureus (Q36E e Y195F), mostrados em mais detalhes na Figura 4.
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Na sequéncia de femX da cepa 549, na posicdo do nucleotideo 151 houve uma
substitui¢ao de adenina por guanina, que gerou a troca do aminoacido nimero 51 de isoleucina
para valina (I51V) (Figuras 1 e 3).

Na sequéncia de femA da cepa 549, na posicdo do nucleotideo 106 houve uma
substitui¢do de citosina por guanina, que gerou a troca do aminoacido niimero 36 de glutamina
para glutamato (Q36E), também na posi¢cdo do nucleotideo 584 houve uma substitui¢do de
adenina por timina, que gerou a troca do aminoacido nimero 195 de tirosina para fenilalanina

(Y195F) (Figuras 2 e 4).

Figura 3 — Destaques mostrados na Figura 1 indicando uma mutagdo no gene femX do isolado
Staphylococcus aureus 549 sensivel a oxacilina mecA positivo (OS-MRSA) (I51V)

140 150 160
2,280,149 2,280139 2.280,129
SAW1- femX gene I RG N G . G . G _Q G G G HN G s G|
Translation [ — ; p— . i
A
Q

oo (@@

549 -femX gene C G T G A € G
Translation R D

T G A A IS T 35 C

- G e T
G G G T G T T G
E Iy — G v

Figura 4 — Destaques mostrados na Figura 3 indicando uma mutagdo no gene femA do isolado
Staphylococcus aureus 549 sensivel a oxacilina mecA positivo (OS-MRSA) a)

Q36E and b) Y195F
a)

1 I(I}U WIIU \fl.l

1,992 I.iﬂ?,(!o.‘ \‘JH:J,G‘!.? 1 .iH:J,Uz.‘
SAW1 - femAgene ll G HEE G NS G INNETE C NN G G NN G e
Translation i i — K | i) A Q -G By e I H .
549-femAgene - G A G T T A A AGCTTGE CTHEAAGG GTTATGAAACACATTT
Translation E L K L A S - S G Y E T H L

0 ")?D if)ﬁ (:lU(l
A72 1,389,482 1,389,492 1,389,502
SAWT - fermA gene ll G NSNS G SRS G EATNENTEEEETEEETEE G B G NN G
Translation L K e R Y e — S O F v o) P
549-femAgene ~ G T T A A A G T A A GA THEET TTATCTGAAGAAGAACTATCC
v K v R F L S E E E L P

Translation

DISCUSSAO

Os isolados bacterianos agrupados no CC1 e STI1 estdo frequentemente associadas a
infeccdes adquiridas na comunidade, sendo normalmente encontrados em paises europeus e em
animais rurais. Parece ser uma bactéria muito adaptavel as condi¢des do seu hospedeiro, seja
ele animal ou humano (Lozano ef al., 2011).

Em S. aureus, o peptidoglicano ¢ componente essencial da parede celular, de maneira
que mantem a integridade estrutural do microrganismo, estando envolvido na divisdo e

crescimento celular (Vollmer; Blanot; De Pedro, 2008). Dentre as moléculas que compdem o



51

peptidoglicano, estdo as pontes de glicina que sdo adicionadas pelas proteinas FemXAB
(Rohrer; Berger-Bachi, 2003). A correta deposi¢ao de glicinas ao peptidoglicano garante a
qualidade da parede e por consequéncia garante a resisténcia a meticilina em MRSA (Monteiro
et al., 2019; Rahman et al., 2022; Strandén et al., 1997). Como a resisténcia a meticilina ¢
causada por alteracdes associadas a genes envolvidos no metabolismo da parede celular e os
genes femXAB também estdo envolvido na biossintese da parede celular, a expressdo diminuida
de femXAB pode levar a sensibilidade a oxacilina no caso de isolados OS-MRSA (Berger-
Bachi; Tschierske, 1998).

A analise da sequéncia de femX na cepa 549 OS-MRSA mostrou uma mutagdo (I51V),
dado este, consistente com Brahma et al. (2019), que encontraram exatamente a mesma
mutagdo e através da analise da expressdo génica, demonstraram uma expressao diminuida de
todos os genes fem em comparagdo com MRSA. Outros autores também encontraram mutagoes
em femX (Giannouli et al., 2010). Estes resultados sugerem fortemente que a cepa 549 OS-
MRSA também poderia ter a expressdo de femX diminuida. Como a proteina FemX ¢
responsavel por depositar a primeira glicina da ponte de pentaglicina e essa glicina ¢ essencial
para parede celular estavel, uma expressdo diminuida de femX poderia causar um aumento na
sensibilidade a meticilina.

O aumento da expressdo do gene femA foi relatado em isolados MRSA de alto nivel,
contrariamente, a expressao foi relatada como reduzida em MRSA de baixo nivel seguido por
isolados de MSSA. Alteracdes nos genes fem parecem ser responsaveis pela diminuicdo da
resisténcia a meticilina, de modo que femA parece ser essencial para a expressdo de altos niveis
de resisténcia a meticilina (L1 ez al., 2012). Ao analisar a sequéncia de femA na cepa 549 OS-
MRSA foram detectadas duas mutacdes (Q36E e Y195F) que, da mesma maneira que femX, foi
reportada exatamente a mesma mutacgdo (Y 195F) por outros autores (Phaku et al., 2016), que
associaram essa mutacdo com OS-MRSA e ainda, que o aumento de mutagdes em femA

restauram a sensibilidade a oxacilina em MRSA.

CONCLUSAO

Nosso estudo indica que mutagdes em femX e femA em S. aureus que possuam mecA
podem estar relacionadas com OS-MRSA, devido a provavel expressao diminuida dos genes
fem poder ser responsavel pela sensibilidade a oxacilina em testes de sensibilidade
antimicrobiana usuais. No entanto, a presenca de mecanismos subjacentes operantes em OS-

MRSA ainda ¢ incerta e precisa de investigagdo. Outro fator que merece atencao € o fato de que
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as proteinas resultantes dos genes fem podem ser possiveis alvos farmacologicos, especialmente
FemX. Com mais pesquisas focadas em fatores adjacentes a mecA, no futuro poderemos ter

antimicrobianos com maior eficiéncia, tanto para MRSA como para OS-MRSA.
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6 CONCLUSAO

Uma possivel alternativa para as dificuldades no diagnéstico e no tratamento de OS-
MRSA seriam pesquisas focadas em fatores relacionados com a formagao da parede bacteriana
ou outros fatores adjacentes a mecA, como os genes fem e suas proteinas. Como as mutagoes
nos genes femXAB parecem tem relagdo com o nivel de resisténcia a meticilina, esse operon
deve ser mais intensamente estudado. No entanto, a presenga de outros mecanismos operantes
em OS-MRSA ainda ¢ incerta e precisa de investigacao. Outros fatores que também merecem
atencdo sdo a pesquisas ¢ o desenvolvimento de farmacos direcionados a estes fatores
adjacentes a mecA, os quais, podem ser uma solugdo para infec¢des por MRSA e OS-MRSA
no futuro.

Por serem microrganismos de grande importancia clinica, por estarem envolvidos em
diversos tipos de infecgdes comunitarias e hospitalares, por serem agentes colonizantes de pele
€ mucosas, por serem extremamente resistentes aos antimicrobianos e pela possibilidade de
levar a desfechos clinicos desfavoraveis ao paciente, S. aureus necessitam ser mais estudados,
especialmente aqueles isolados OS-MRSA, que geram grande dificuldades na correta

identificagdo laboratorial, e por consequéncia podem gerar problemas na terapéutica ideal.
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